Efeito da poliploidia no desenvolvimento inicial e epigenético no complexo piscícola Squalius alburnoides by Mateus, Joana Filipa de Oliveira, 1983-
 
 
Universidade de Lisboa 
Faculdade de Ciências 
Departamento de Biologia Animal 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Efeito da poliploidia no desenvolvimento inicial e 
epigenética no complexo piscícola Squalius 
alburnoides 
 
Joana Filipa de Oliveira Mateus 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Mestrado em Biologia Evolutiva e do Desenvolvimento 
2011 
 
Universidade de Lisboa 
Faculdade de Ciências 
Departamento de Biologia Animal 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Efeito da poliploidia no desenvolvimento inicial e 
epigenética no complexo piscícola Squalius 
alburnoides 
 
Joana Filipa de Oliveira Mateus 
 
 
 
 
Dissertação orientada por: 
 
Doutora Ângela Inácio 
 Doutor Gabriel Martins 
 
 
 
 
 
 
Mestrado em Biologia Evolutiva e do Desenvolvimento 
2011 
 

  4 
Índice 
ÍNDICE 4 
AGRADECIMENTOS 5 
RESUMO 7 
ABSTRACT 8 
1. INTRODUÇÃO 9 
1.1 - POLIPLOIDIA 9 
1.1.1 - CAUSAS DA POLIPLOIDIA 9 
1.1.2 - TOLERÂNCIA À POLIPLOIDIA NA NATUREZA 10 
1.2 - COMPLEXO SQUALIUS ALBURNOIDES 10 
1.3 - DESENVOLVIMENTO INICIAL 12 
1.4 - EPIGENÉTICA 13 
1.4.1 - MODIFICAÇÃO DE HISTONAS 14 
1.4.2 - PROTEÍNA DA HETEROCROMATINA 1 (HP1) 14 
2. MATERIAIS E MÉTODOS 15 
2.1 - DESENVOLVIMENTO INICIAL EM SQUALIUS ALBURNOIDES 15 
2.1.1 - AMOSTRAGEM, IDENTIFICAÇÃO, MANUTENÇÃO, ESTIMULAÇÃO HORMONAL DE SQUALIUS 
ALBURNOIDES ADULTOS E DETERMINAÇÃO DA CONSTITUIÇÃO GENÓMICA 15 
2.1.2 - CRUZAMENTOS E OBTENÇÃO DE EMBRIÕES 16 
2.1.3 - OBSERVAÇÃO DO DESENVOLVIMENTO INICIAL 17 
2.2 - ESTUDO DO SILENCIAMENTO GÉNICO ATRAVÉS DE HISTONAS MODIFICADAS 18 
2.2.1 - OBTENÇÃO DE AMOSTRAS 18 
2.2.2 - IMUNOHISTOQUÍMICA PARA DETECÇÃO DE SILENCIAMENTO GENÉTICO 19 
Secções de barbatana e fígado 19 
Cultura de fibroblastos 20 
Sangue 20 
Embriões 20 
2.3 ANÁLISE DE IMAGENS 21 
2.3.1 DETERMINAÇÃO DA QUEBRA DE SINCRONIA MITÓTICA (TRANSIÇÃO MATERNO-ZIGÓTICA - MBT) 21 
2.3.2 DETERMINAÇÃO DOS RÁCIOS NÚCLEO-CITOPLASMA (NCR) 23 
2.3.3 ANÁLISE DOS PADRÕES DE HETEROCROMATINIZAÇÃO 24 
2.3.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA 25 
3. RESULTADOS 26 
3.1 DESCRIÇÃO DO DESENVOLVIMENTO INICIAL EM S. ALBURNOIDES 26 
3.1.1 DESCRIÇÃO DOS ESTÁDIOS E COMPARAÇÃO COM ESTÁDIOS “MODELO” DE DANIO RERIO 26 
3.1.2 DETERMINAÇÃO DA MBT 28 
3.1.3 DETERMINAÇÃO DE RÁCIOS NÚCLEO-CITOPLASMA (NCR) 33 
3.2 MODIFICAÇÃO DE HISTONAS - ANÁLISE DA INTENSIDADE E HETEROGENEIDADE DAS MARCAÇÕES
 36 
3.2.1 CULTURA DE FIBROBLASTOS 36 
3.2.2 CÉREBRO 38 
3.2.3 SANGUE 39 
3.2.4 EMBRIÕES PRÉ E PÓS-MBT 40 
4. DISCUSSÃO 42 
5. BIBLIOGRAFIA 45 
 
  5 
Agradecimentos 
 
Em primeiro lugar quero agradecer aos meus orientadores Ângela Inácio e 
Gabriel Martins (“Psôre”) pela paciência e apoio em todos os momentos durante a 
realização deste projecto, principalmente nos de maior aflição e stress.  
 
Um dos meus maiores agradecimentos vai para a Isa Matos, “a minha co-
orientadora” sem ela este trabalho tinha sido quase impossível. Obrigado por toda a 
motivação e ajuda que me deste ao longo deste ano.  
 
Agradeço aos meus dois grupos Biologia do Desenvolvimento e Genética 
Evolutiva: Ana Catarina, Ana Rita, André, Isa, Joana, Luís, Maria Ana, Marianne, 
Miguel Machado, Mónica, Patrícia, Raquel Vaz, Raquel Jacinto, Rifes e Tiago por 
toda a ajuda prestada e opiniões dadas durante os Labmeeting que me ajudaram 
bastante. 
 
Ao grupo de citogenética: Carla, Catarina, Josefina, Max e Miguel Santos por 
estarem sempre disponíveis. Obrigado Max pelo o ensinamento de culturas e cedência 
de células. Miguel obrigado pelas ajudas no citómetro e paciência quando perguntava 
as diferenças entre formas.  
 
Á Patrícia (a minha amiga “PA”), “Raqueis” e Catarina por me terem ajudado 
nos maus momentos e em tudo o que precisei (a nível laboratorial e pessoal). 
Obrigado Joana Pinho pelas conversas e discussões que tivemos ao longo 
destes 2 anos de mestrado, mal nós sabíamos que após a mítica primeira aula de DE 
íamos ficar tão próximas (vês conseguimos!). 
Á Maria Fernandes por todo o apoio (desde da Holanda) e ajuda em obter os 
tão desejados papers. 
 
Ás Professoras Gabriela Rodrigues, Sólveig Thorsteinsdóttir, Manuela Coelho 
e Maria João Collares-Pereira por estarem sempre disponíveis para qualquer dúvida e 
ajuda. 
 
Á Professora Manuela Silva do Instituto Superior de Agronomia, pela ajuda e 
cedência de anticorpos para teste. 
Um grande agradecimento à Professora Lia Ascensão, pela disponibilidade e oferta do 
reagente de Schiff. 
 
Á D. Branca, por ter sempre mais um cantinho para o meu material ir a 
autoclavar em cima da hora. E pelas inúmeras conversas que tivemos e que me 
souberam sempre tão bem. 
 
Á Telma Laurentino por me ter ajudado nas lavagens dos aquários e dar 
comida dos peixinhos enquanto eu não podia. Ao João por me ter cedido informações 
úteis para este trabalho. 
Á Ana Margarida Rodrigues por me ensinar o método de Feulgen e a ter 
cuidado com o reagente de Schiff. 
Obrigado a todos os que frequentaram a sala da microscopia e que sofreram 
com o frio devido à manutenção dos “meus bebés”.  
 
  6 
Ás minhas amigas Andreia, Isabel, Mariline e Sofia (as minhas amoras!) por 
entenderem as minhas inúmeras ausências nos tão desejados encontros só as 5.  
Mariline obrigado por me teres feito companhia nas longas horas de recolhas 
de embriões para não estar sozinha (viva ao skype!). 
Sofia obrigado por acreditares sempre em mim, por toda a força, ajuda e 
motivação que sempre me deste nestes últimos 6 anos.  
Quero também agradecer a um dos melhores professores que tive na vida, que 
para além de um excelente professor, é um grande amigo. Obrigado Professor/amigo 
João Ramalho Santos por todo o apoio e ajuda sempre que precisei. 
E não me posso esquecer da Dr.ª Ana Barbosa, por tudo o que me ensinou e 
por nunca se ter esquecido de mim, sem dúvida um orgulho em a ter conhecido. 
 
Aos meus Pais por tudo o que fizeram para me ver feliz e me terem apoiado 
sempre em todas as minhas decisões (e me ouvirem sempre que precisava de 
reclamar!), e claro por terem pago todos estes anos de estudos. 
 
Á minha mana (que sempre acreditou em  mim!) e cunhado pelo apoio que 
sempre me foi dado. 
Á minha sobrinha Carlota por ter sempre aquele sorriso gigante quando me vê 
e por ver em mim um ídolo. 
 
Aos meus avós, a quem muitas vezes me esquecia de ligar para mandar um 
beijinho e dizer que os adoro.  
Obrigado aos meus tios e primos (não vou colocar os nomes, são imensos e vocês 
sabem quem são!). 
 
Ao Pedro por me mostrares sempre uma melhor maneira de ver as coisas que 
não são sempre tão más como parecem e por estares ao meu lado em todos os 
momentos. 
Á Teresa e Miguel por terem aceite a ideia de viver na sua casa em Lisboa e 
estarem sempre disponíveis para ajudar, e por me receberem sempre tão bem. 
 Aos meus cunhados Paulo e Cláudia pelas boas visitas e momentos bons e 
diferentes que proporcionaram. Ao Mateus, meu sobrinho mais novo. E claro 
obrigado ao João Francisco, o meu “irmão”. 
 
Não posso deixar de agradecer a mim mesma, pois todo o trabalho existe por algum 
motivo. Sem mim é que era totalmente impossível. 
 
A todos um grande obrigado! 
 
 
 
 
 
 
 
 
  7 
Resumo  
 
A poliploidia é um processo proeminente em plantas e embora menos 
frequente, tem sido importante na história evolutiva de alguns vertebrados. Ao 
contrário do que acontece nas plantas o conhecimento das razões que possibilitam o 
sucesso evolutivo da poliploidia em vertebrados permanece pouco explorado.  
A poliploidia pode ter consequências em diversos processos celulares, como 
por exemplo no desenvolvimento inicial e na regulação da expressão génica. Um dos 
grupos de vertebrados onde a poliploidia é mais tolerada é em peixes, sendo um 
exemplo o complexo Squalius alburnoides. Este é um excelente organismo modelo 
para estudar o efeito da poliploidia no desenvolvimento e epigenética em vertebrados, 
pois além de ser um exemplo de sucesso evolutivo é também um complexo que 
apresenta diferentes ploidias (2n, 3n e 4n). 
Alguns estudos (Newport&Kirschner, 1982; Edgar, 1986) sugerem que 
organismos com diferentes quantidades de material genético apresentam diferenças no 
desenvolvimento podendo mesmo afectar estádios importantes durante o 
desenvolvimento inicial, tal como divergências temporais na ocorrência da transição 
materno-zigótica (MBT) e o aparecimento dos diversos órgãos. Esses mesmos estudos 
sublinham que o mecanismo que poderá controlar essa transição seja baseado no rácio 
núcleo-citoplasma (NCR), mas tal não foi formalmente demonstrado. 
Como os organismos poliplóides contém mais DNA, e assumindo que o 
tamanho do citoplasma é igual entre ploidias (quer no zigoto, blastómeros ou células 
adultas), o primeiro objectivo deste trabalho foi testar se os embriões poliplóides 
exibem uma MBT mais precoce.  
Devido ao facto de existirem poucos vertebrados poliploides na natureza, 
neste trabalho tentámos também compreender o sucesso evolutivo do Squalius 
alburnoides e abundância das formas triploides. Um estudo anteriormente realizado 
neste complexo, concluiu a existência de um mecanismo de compensação de dosagem 
o qual reduz a quantidade de transcritos nas formas triploides para o observado em 
formas diploides. Levando a outro objectivo neste trabalho o de compreender que tipo 
de mecanismo de silenciamento génico lhe poderá estar associado. Para isso, estudou-
se o padrão heterocromático no núcleo de diferentes ploidias através da marcação do 
DNA nuclear (DAPI/ToPro3) e de dois marcadores típicos de repressão génica, a 
proteína da heterocromatina 1 (Hp1) e a histona modificada à qual se associa, a H3K9 
tri-metilada. Este trabalho pretendeu esclarecer alguns aspectos da epigenética deste 
complexo, como por exemplo perceber se a heterocromatinização e/ou modificação 
de histonas está envolvida no silenciamento génico em triploides em vários tecido 
analisados e em que fase do desenvolvimento inicial surge. 
As diferenças encontradas apontam para diferentes níveis de 
heterocromatinização nos triploides, o que presumivelmente está associado a 
silenciamento genético. Foi interessante verificar também que estas diferenças são 
visíveis em blastómeros apenas depois da MBT. 
Nos triploides as citocineses mostraram um atraso quando comparadas com as 
os diploides híbridos e a MBT foi atingida precocemente, facto observado pela quebra 
de sincronia das citocineses e cariocineses precoce em triploides. No entanto os 
nossos dados preliminares não nos permitem estabelecer uma relação entre a 
ocorrência precoce da MBT e o NCR dos blastómeros. 
 
Palavras-chave: Squalius alburnoides, poliploidia, rácio núcleo-citoplasmático, 
transição-média-da-blástula, heterocromatina 
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Abstract 
 
Polyploidy occurs prominently in plants and though less frequent, it has been 
important in the evolutionary history of some vertebrates. The reasons that allow the 
evolutionary success of some polyploid vertebrates remain poorly understood. 
However, polyploidy can be surprisingly stable given the apparent polyploid ancestry 
of many eukaryotic genomes. The diploid-polyploid complex Squalius alburnoides is 
an excellent non-model organism to study polyploidy and its effects in cellular 
processes.  
Previous studies suggest the existence of a “nucleo-cytoplasmic ratio”(NCR) 
effect controlling timing of early cleavages and mid-blastula transition in other 
organisms. We explored the S. alburnoides complex, to test this. The results clearly 
show that triploid embryos reach mid-blastula transition earlier than diploid embryos, 
though a clear relationship between estimated “NCRs” and times of MBT could not 
be established. In fact, though triploids have an estimated 50% increase in DNA 
content/cell, the average zygote volume and blastomere size at MBT are nearly twice 
those of diploids. We also found no significant differences in NCRs from adult 
tissues, and in the case of blood evidence or a larger cytoplasm, but less than the 
”expected” 50% increase. Analysis of heterochromatinisation patterns did reveal 
significant differences between triploids and diploids, in adult tissues. Interestingly, 
we did find evidence that HP1 may appear only after MBT. 
This work allowed us to analyze the complex phenomena of early development 
and epigenetics in this interesting species complex and provided further evidence that 
alterations of DNA contents can affect the pace of early development. However 
further analysis to support some of the preliminary observations are necessary. 
 
Keywords: Squalius alburnoides, polyploid, núcleo-cytoplasmatic ratio, mid-blastula 
transition, heterochromatin 
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1. Introdução 
 
1.1 - Poliploidia 
 
A poliploidia resulta de uma alteração genética na qual ocorre um aumento do 
número de cromossomas para um múltiplo de n, mas diferente de 2n (Moisieniak et 
al., 2010).  
Os organismos eucariotas são geralmente diploides (2n) (Storchova&Pellman, 
2004), no entanto a poliploidia é comum em plantas, com uma frequência estimada 
entre 30 e 80% (Masterson, 1994) e ocorre esporadicamente em vertebrados 
sobretudo nos  “inferiores”, como répteis, anfíbios e peixes (Lewis, 1980). 
Os organismos poliploides podem ser classificados em duas categorias: 
autopoliplóides ou alopoliplóides. No caso dos autopoliplóides há multiplicação do 
mesmo genoma, enquanto que os alopoliplóides são híbridos.  
Contudo é um processo que pode ser surpreendentemente estável, havendo 
evidências de que muitos genomas eucariotas têm poliploidia ancestral (Comai, 
2005). 
1.1.1 - Causas da poliploidia 
 
Uma causa possível para a poliploidia é a poliespermia, aqui o oócito é 
fertilizado por mais do que um espermatozoide, podendo ocorrer tanto em plantas 
como em animais, sendo uma das vias que mais leva a ocorrência de triploides 
humanos (Uchida et al., 1985). A ausência de citocinese provoca também uma 
duplicação do genoma, podendo ocorrer durante as primeiras divisões do zigoto ou 
mais tarde em tecidos adultos, resultando em mosaicos. 
A ausência de redução meiótica é uma das causas mais frequentes da 
poliploidia. Neste caso, os gâmetas não reduzidos ficam com o dobro do genoma 
esperado e quando fertilizados por um gâmeta reduzido ocorre a formação de um 
zigoto com maior ploidia. Se ocorrer a fertilização por outro gâmeta também não 
reduzido o nível de ploidia do zigoto é ainda maior. Nos casos de alopoliploidia os 
híbridos produzem uma taxa elevada de gâmetas não reduzidos (Ramsey&Schemske, 
2002). Aqui, a hibridação apresenta um papel importante na evolução das plantas e 
animais (Mallet, 2007), particularmente em peixes. Neste grupo a hibridação é um 
processo generalizado, existindo vários factores que explicam esta incidência tais 
como, fertilização externa, mecanismos de isolamento comportamental fracos, 
abundância desigual das duas espécies parentais, competição pelo habitat de desova, 
diminuição de complexidade do habitat e susceptibilidade a contacto entre as 
diferentes espécies (Chávez & Turgeon 2007, Scribner et al. 2001). 
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1.1.2 - Tolerância à poliploidia na natureza 
 
A maioria dos vertebrados superiores não toleram a poliploidia como se 
verifica, por exemplo, nos humanos em que cerca de 10% de abortos espontâneos lhes 
estão associados (Eiben et al., 1990) e os fetos apresentam múltiplas mal formações 
(Sonnesen et al., 2009). No entanto, a elevada incidência de poliploides em alguns 
taxa (plantas, peixes e anfíbios) deverá ser justificada por alguma vantagem evolutiva 
como por exemplo a importante fonte de variabilidade genética e de adaptação.  
Contudo, apesar das vantagens são necessários mecanismos de tolerância 
estando já descritos vários em plantas com efeitos na dosagem genética como por 
exemplos rearranjos cromossómicos e remodelações nos padrões epigenéticos 
(Chen&Ni 2006; Chen, 2007). 
Curiosamente, estudos recentes indicam que muitas das espécies que são 
actualmente diploides, incluindo humanos,  derivaram de ancestrais poliploides (Van 
de Peer & Meyer, 2005).   
1.2 - Complexo Squalius alburnoides 
 
O complexo piscícola Squalius alburnoides (Steindachner, 1866) foi 
inicialmente descrito por Collares-Pereira (1983, 1984), com base nas características 
morfológicas e citogenéticas. A sua origem deve-se à hibridação entre uma fêmea 
Squalius pyrenaicus (Genoma P) (Alves et al., 1997) e um macho ancestral 
relacionado com Anaecypris hispanica (Genoma A) (Gromicho et al., 2006).  
O complexo Squalius alburnoides é endémico da Península Ibérica, existindo 
em Portugal em simpatria com três espécies bissexuais do género Squalius: o 
ancestral materno Squalius pyrenaicus (Günther, 1868) nas bacias do sul (Tejo, Sado, 
Guadiana e Quarteira), Squalius carolitertii (Doadrio, 1988) nos rios do norte (Douro 
e Mondego) e Squalius aradensis (Coelho, Bogutskaya, Rodrigues & Collares-
Pereira, 1998) numa bacia do sul independente (Quarteira). 
Este complexo é constituído por diferentes ploidias (Sousa-Santos et al., 
2006), incluindo formas diploides (2n=50), triploides (3n=75) e tetraploides (4n=100) 
sendo a forma triplóide a mais comum (Cunha et al., 2008). Para cada ploidia 
podemos ter variadas constituições genómicas com diferentes proporções dos 
genomas parentais (Collares-Pereira & Coelho, 2010). Relativamente às populações 
do sul o complexo S. alburnoides em simpatria com S. pyrenaicus, apresenta 
constituições genómicas com formas diploides PA, triploides PAA (e PPA raras) e 
formas tetraploides PPAA (podendo ocorrer também tetraploides de genomas não 
equilibrados (PAAA e PPPA) (Sousa-Santos et al. 2007). O complexo possui também 
uma forma diploide não híbrida com DNA mitocôndrial (DNAmt) de S. pyrenaicus 
mas de genoma nuclear próximo de Anaecypris (genoma AA). Estes indivíduos são 
geralmente todos machos existindo excepções reportadas apenas para duas fêmeas 
(Carmona 1997, Sousa-Santos et al. 2006b). A presença do DNAmt de S. pyrenaicus 
nesta forma diploide AA indica que esta forma nuclear não híbrida foi formada 
através de híbridos, descartando assim a hipótese de serem verdadeiros descendentes 
do ancestral extinto (Alves et al. 2002). Ainda no Sul, na bacia de Quarteira, ocorrem 
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cruzamentos interespecíficos entre S. alburnoides e S. aradensis (QQ) levando ao 
aparecimento do genoma “Q” no complexo. Nas bacias do Norte S. carolitertii (CC) 
participa também activamente na dinâmica reprodutiva do S. alburnoides. Como 
resultado destas interacções surgem as mesmas composições genómicas referidas para 
a interacção com S. pyrenaicus, mas em que genoma P é substituído pelo genoma Q 
ou C (com excepção das formas AA que não existem no Norte). 
 O complexo híbrido Squalius alburnoides apresenta variados modos de 
reprodução sexuada e assexuada sendo diferentes para cada forma, produzindo 
gâmetas com genomas e mecanismo hereditários distintos (Alves et al., 1998, 1999, 
2001, 2004; Gromicho & Collares-Pereira, 2004; Pala & Coelho, 2005; Crespo-López 
et al., 2006; Sousa-Santos et al., 2007b).   
 Os modos de reprodução exibidos pelas fêmeas diploides e triploides incluem a 
produção de ovos não reduzidos, podendo existir a ocorrência de ginogénese nas 
fêmeas diploides, no entanto essa ocorrência é baixa (<3%) (Crespo-López et 
al.,2006). Quanto à hibridogénese meiótica, as fêmeas triploides PAA excluem o 
genoma heteroespecífico e fazem uma meiose normal com os genomas 
homoespecíficos (mais frequente) ou então após a exclusão não reduzem (menos 
frequente) levando à formação de gâmetas A ou AA, respectivamente. De notar que 
entre machos, os diploides PA produzem esperma não reduzido, enquanto que as 
outras ploidias reduzem (Alves et al. 1998, 1999) (Figura 1). 
 
 
 
Figura 1. Representação da composição genómica e gâmetas formados para fêmeas (esquerda) e 
machos (direita) das formas mais comuns de S. alburnoides de genoma P. De notar, que o macho de 
genoma PP pertence à espécie S. pyrenaicus e os machos triploides como são raros não se encontram 
representados no esquema. 
 
Sendo que o conhecimento dos processos gaméticos e modos de reprodução para 
fêmeas e machos são importantes para se saber a proporção dos genomas  “P” e “A” 
na progenia é possível antever a constituição genómica da descendência com alguma 
confiança (Tabela I). 
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Tabela I. Representação dos vários cruzamentos e respectivas descendências. A 
cinzento estão representadas as formas mais prováveis tendo em conta a frequência de 
gâmetas formados para cada composição genómica. 
 
 
Fêmeas 
PA PAA PPA PPAA 
 
                  Ovos      
Esperma PA A AA P PP PA 
M
ac
ho
s 
PP P PPA PA PAA PP PPP PPA 
AA A PAA AA AAA PA PPA PAA 
PA PA PPAA PAA PAAA PPA PPPA PPAA 
PPAA PA PPAA PAA PAAA PPA PPPA PPAA 
 
 
1.3 - Desenvolvimento inicial 
 
O desenvolvimento inicial começa na maioria do animais da mesma forma: é 
caracterizado por uma rápida e síncrona sequência de divisões celulares (Kraeussling 
et al.,2011; Kane&Kimmel,1993; Newport&Kirschener, 1982;). O ciclo celular dos 
primeiros blastómeros é constituído apenas pelas fases S (Síntese) e M (Mitose), 
havendo um bypass das fases G (crescimento). Eventualmente estas divisões tornam-
se assíncronas e lentas, e o ciclo celular torna-se mais semelhante ao de células 
adultas, incluindo fases “G” (crescimento) durante as quais já ocorre transcrição do 
genoma zigótico. A esta transição dá-se o nome genérico de transição média da 
blástula (mid-blastula transition –MBT), frequentemente também conhecida como 
transição materno-zigótica, por coincidir com o inicio da expressão de genes 
zigóticos. Mas como é que os blastómeros resultantes das primeiras divisões rápidas e 
sincronizadas determinam o momento desta 
transição?  
Newport e Kirschner (1982), realizaram 
uma experiência para tentar perceber  que factores 
determinam esta transição. Para isso analisaram 
vários fenómenos associados a esta alteração, tais 
como o estudo da assincronia celular, activação da 
transcrição e mobilidade celular. Usaram 
embriões de Xenopus e fizeram uma constrição no 
citoplasma de modo a provocar a formação de 
“gémeos siameses” (Figura 2), sendo que um dos 
gémeos herdava mais núcleos que o outro. 
Repararam que no gémeo que herdava mais 
núcleos essa transição era mais rápida, 
demonstrando que o tempo da MBT não seria 
dependente de um mecanismo de contagem de 
divisões celulares ou do tempo após a fertilização. Sugerindo que, de alguma forma, 
os blastómeros são capazes de “avaliar” a quantidade de DNA por citoplasma usando 
Figura 2. Esquema da formação de 
gémeos siameses para manipulação do 
NCR (Newport and Kirschner, 1982) 
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essa “medida” para determinar a MBT, um conceito conhecido genericamente por 
“rácio núcleo-citoplasma (NCR)”  
Outra experiência que sugere esta relação entre NCR e MBT foi realizada por Edgar 
(1986), o qual utilizou embriões de Drosophila diplóides e haplóides resultantes do 
cruzamento de adultos mutantes, e verificou que a MBT ocorria em tempos diferentes. 
A observação de ambos os embriões demonstrou que os embriões haplóides faziam a 
MBT após mais um ciclo de cariocinese, indicando assim que algum factor estaria a 
influenciar esse acontecimento. Ambas as experiências sugerem que o mecanismo que 
controla a MBT possa ser baseado no NCR. No entanto, o funcionamento deste 
mecanismo ainda não foi formalmente demonstrado, no sentido em que a ocorrência 
da MBT mais precoce em indivíduos com mais quantidade de genoma se deva 
realmente a uma mudança no rácio núcleo-citoplasma. Também não existem 
evidências sobre o mecanismo “molecular” envolvido. 
Uma vez que os organismos poliplóides contém mais DNA, e assumindo que 
o tamanho do citoplasma não muda entre ploidias (quer no zigoto, blastómeros e 
células adultas), embriões poliplóides de S. alburnoides deverão apresentar um NCR 
mais elevado e por inferência, deverão apresentar uma MBT mais precoce.  
1.4 - Epigenética 
 
Em organismos poliplóides a existência de mais do que dois alelos para cada 
gene potencia uma alteração nos padrões de expressão com possíveis consequências 
deletérias quer no desenvolvimento quer na homeostase. Contudo, existem evidências 
de que as células poliplóides usam mecanismos epigenéticos para regular a sua 
dosagem, nomeadamente por silenciamento génico. Um estudo, demonstrou que nas 
formas triplóides de S. alburnoides existe silenciamento génico (Pala et al., 2008), 
embora ainda não tenha sido possível determinar qual o mecanismo envolvido. 
 Os mecanismos mais frequentes associados ao silenciamento génico ocorrem 
por mecanismos de regulação pré-transcricionais e/ou pós-transcricionais. No caso da 
regulação pós-transcricional os transcritos são degradados ou impedidos de serem 
traduzidos via outros RNAs não codificantes (Halbeisen et al., 2007). Para os 
mecanismos pré-transcricionais destacam-se a metilação de DNA e/ou remodelação 
da cromatina nomeadamente através de histonas modificadas (Corry et al., 2009). A 
metilação de DNA envolve a adição de um grupo metil, geralmente ao anel de 
pirimidina de citosina resultando na repressão da expressão génica. A modificação de 
histonas pode ocorre por acetilação, metilação e fosforilação, podendo levar à 
activação ou silenciamento génico dependendo do tipo de modificação. Estas 
modificações podem ser herdadas ou removidas sem mudar a sequência original do 
DNA e são por isso um fenómeno de regulação epigenética (Berger et al., 2009). 
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1.4.1 - Modificação de Histonas 
 
A cromatina é composta por DNA e proteínas, maioritariamente histonas. 
Existem diferentes tipos de histonas H2A, H2B, H3 e H4 que formam o nucleossoma e 
a H1 que une os nucleossomas e estabiliza o seu enrolamento com o DNA. O DNA é 
compactado de forma a ocupar menos espaço, mas também a permitir a repressão da 
expressão génica. Existindo dois tipos de cromatina, a eucromatina e heterocromatina. 
Tradicionalmente na eucromatina o DNA está transcripcionalmente activo e na 
heterocromatina está inactivo.  
Uma das formas de inactivação por 
heterocromatinização envolve modificações pós-
tranducionais das histonas. As histonas contém 
um domínio NH2 terminal que sofre 
modificações pós-traducionais. Estas 
modificações ocorrem maioritariamente nas 
histonas H3 e H4. A histona H3 metilada pode 
activar (H3K4) ou reprimir a transcrição (H3K9). 
De facto, a histona H3K9 metilada está 
frequentemente associada ao silenciamento génico (He and Lehming, 2003), 
tornando-se crucial para o estudo dos padrões de heterocromatinização.  
A proteína da heterocromatina 1 (do inglês: heterochromatin Protein 1-HP1), é 
geralmente um marcador de heterocromatina (Festensteins et al., 1999) e associa-se à 
H3K9 tri-metilada (Figura 3) .  
1.4.2 - Proteína da heterocromatina 1 (HP1) 
 
A Hp1 não é uma histona mas foi descrita inicialmente em Drosphila 
associada a heterocromatina e silenciamento génico (Eissenberg et al., 1990) sendo 
um dos maiores componentes existentes da heterocromatina e contribuindo na 
repressão transcricional de genes eucromáticos .  
Diversos outros estudos reforçaram este seu papel em muitos organismos, 
incluindo fungos e animais. Estudos moleculares demonstraram que a Hp1 é 
filogeneticamente conservada estando presente em muito eucariotas (Wang et al., 
2000). A sua capacidade de se ligar a lisina 9 di- ou tri- metilada da histona H3 
reforça o conceito da sua aptidão como marcador epigenético associado à repressão da 
expressão génica (Bannister et al., 2001).  
Um estudo em Danio rerio comprovou a eficácia da proteína HP1 à 
associação à repressão da expressão génica (Anelli et al., 2009), confirmando assim a 
eficácia da mesma para o estudo em causa. 
 
 
 
 
 
Figura 3. Representação da 
ligação da proteína HP1 à histona 
H3K9 
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2. Materiais e Métodos 
 
 2.1 - Desenvolvimento inicial em Squalius alburnoides 
 
2.1.1 - Amostragem, identificação, manutenção, estimulação hormonal de 
Squalius alburnoides adultos e determinação da constituição genómica 
 
A amostragem para todas as formas de Squalius alburnoides foi efectuada em 
diversas bacias do sul (Tejo e Guadiana), enquanto que a amostragem de Squalius 
pyrenaicus foi efectuada numa bacia isolada (Cheleiros, Sintra) e também numa bacia 
do sul (Almargem). Para a sua captura foi utilizada a pesca eléctrica, que consiste no 
uso de corrente eléctrica para atordoar os peixes e assim facilitar a sua captura, 
poucos minutos após a descarga os peixes voltam ao seu comportamento normal. 
Os peixes foram mantidos em aquários de vidro de 60 l expostos a um ciclo de 
14 horas de luz e 10 horas de escuridão, a uma temperatura constante de 20°C. A 
alimentação foi à base de flocos e foi enriquecida com Artemia salina e Daphnia 
congeladas, cerca de 4 vezes ao dia.  
Foi realizada estimulação hormonal através de injecção de um análogo da 
hormona gonodotropina (Ovaprim, Western Chemical), para promover a maturação e 
desova, que depois se fez por instigação da ovulação e espermiação em peixes 
maduros. A injecção foi administrada na cavidade abdominal a uma concentração de 
0,5 µl por grama, de acordo com instruções do fabricante e ao longo de quatro  
semanas, antes e depois da época de cruzamento (Dezembro-Janeiro e Julho) com o 
objectivo de antecipar e prolongar a mesma. 
 
 A ploidia dos peixes capturados foi determinada por citometria de fluxo através 
do protocolo Próspero & Collares-Pereira (2000), executada com recurso a barbatanas 
ou sangue dos indivíduos em questão.  
 A determinação da constituição genómica dos peixes capturados foi realizada 
através de um PCR quantitativo conforme descrito em Inácio et al., 2010. Neste caso, 
o DNA genómico utilizado foi obtido a partir de cortes de barbatana utilizando o 
método de extracção com recurso a solventes orgânicos descritos por Miller et al., 
1998. Nos casos em que não foi possível a extracção logo após o corte, as barbatanas 
foram armazenadas em etanol 100%.  
 Durante o corte da barbatana os peixes foram fotografados, de forma a 
possibilitar  o seu posterior reconhecimento através do padrão de escamas específico 
para cada individuo (Morgado-Santos et al., 2010). 
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2.1.2 - Cruzamentos e obtenção de embriões  
 
Com recurso à foto-identificação foi possível escolher as fêmeas e machos 
cujas constituição genómicas eram já conhecidas e assim antever o genoma e ploidia 
da descendência. Antes da fertilização humedeceu-se uma caixa de petri com algumas 
gotas de água, seguidamente seleccionaram-se as fêmeas e foi executada uma pressão 
abdominal no sentido da barbatana caudal, com o propósito de obter os oócitos. O 
mesmo método foi aplicado aos machos para adquirir esperma, mas neste caso o 
esperma foi colocado por cima dos oócitos, previamente recolhidos para uma caixa de 
Petri.  
No decorrer do trabalho verificámos que para obter sucesso nas fertilizações o 
tempo entre a mistura do esperma e ovos não podia ultrapassar um minuto após a 
recolha dos ovos. Nos cruzamentos em que esse tempo foi ultrapassado, verificámos 
mais tarde que apesar dos ovos terem um aspecto normal e mostrarem sinais de 
activação, não completaram as clivagens iniciais. Estes “oócitos não fertilizados” 
foram também filmados e as observações são descritas mais abaixo.   
Os embriões incluídos neste estudo foram: AA, PA, PAA e PAAA, obtidos a 
partir dos cruzamentos descritos na Tabela II. Os embriões foram mantidos para 
observação por time-lapse e para recolhas em intervalos de tempo regulares, conforme 
descrito em baixo.  
 
Tabela II. Cruzamentos realizados ao longo deste trabalho e êxito dos mesmos. Este 
sucesso/insucesso (êxito) apenas é representativo para os cruzamentos que foram 
usados na realização do trabalho. 
 
Cruzamento Ploidia Descendência Êxito 
QAA* (fêmea) x PP (macho) 2n PA ✔  
PP (fêmea) x AA (macho) 2n PA ✗  
PAA (fêmea) x PP (macho) 2n PA ✗  
PA (fêmea) x AA (macho) 3n PAA ✔  
PAA (fêmea) x PA (macho) 3n PAA ✔  
QAA (fêmea) x PA (macho) 3n PAA ✔  
QAA (fêmea) x PAA (macho) 4n PAAA ✔  
PAA (fêmea) x AA (macho) 2n AA ✔ 
PP (fêmea) x PP (macho) 2n PP ✗  
 
Embora não previsto inicialmente, no decorrer do estudo usámos também uma 
fêmea triploide (QAA) fértil, que apesar de conter um genoma diferente dos propostos 
inicialmente (P e A), foi também utlizada devido a produzir, gâmetas de genoma A e 
descendência pretendida para este estudo (PA ou PAA) quando cruzada com machos 
diplóides. 
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2.1.3 - Observação do desenvolvimento inicial 
 
Para observação de embriões vivos, alguns foram recolhidos e montados numa 
caixa de Petri com agarose (2% - Low melting agarose) na qual foi criada uma 
concavidade para imobilizar os embriões durante a observação. A caixa de Petri foi 
montada numa lupa Zeiss STEREO-Lumar na qual estava acoplada uma Axiocam e 
ambas controladas pelo software Axiovision v4.7, numa sala aclimatizada e mantida a 
20°C durante o tempo de observação. Foram obtidas imagens em campo claro com 
luz transmitida, em intervalos de 1 minuto durante as primeiras 6-7h de 
desenvolvimento; após este tempo e até às 24 horas foram adquiridas imagens apenas 
de alguns estádios representativos do desenvolvimento até à eclosão. 
Os restantes embriões foram mantidos numa caixa de Petri sem tampa numa 
incubadora a 20°C. Todos os embriões tinham água (Água engarrafada do 
engarrafada do “Caramulo”) de pH~6,3 e esta água era mudada duas horas após a 
fertilização e seguidamente reposta todos os dias até à eclosão. Após a eclosão foram 
retirados todos os córions da água para a manter limpa e ao fim de duas semanas os 
embriões passaram para um aquário de 10L onde foram alimentados com comida 
especializada para alevins. 
Destes embriões e com o propósito de posteriormente verificar estádios 
relevantes do desenvolvimento inicial foram efectuadas recolhas, de acordo com a 
tabela III. Os embriões recolhidos foram fixados em PFA 4% a 4°C, tendo sido 
posteriormente desidratados numa série crescente de metanol (25%,50%,75% e 
100%) durante 10 minutos em cada fase. Depois foram preservados a -20°C. 
 
Para análise, os embriões recolhidos foram re-hidratados numa série 
decrescente de metanol (100%, 75%, 50% e 25%) durante 10 minutos cada passagem 
seguidas de lavagens em PBT (2x10min). Após isto realizou-se o método de Feulgen 
para marcação de ácidos nucleicos que possibilitou a identificação em detalhe das 
diferentes fases do ciclo celular nas células do embrião com recurso à microscopia 
confocal. Os outros métodos para marcação do DNA foram também experimentados, 
como a marcação com ToPro3 (Molecular Probes) e Draq5 (BioStatus), no entanto o 
método de Feulgen produziu uma marcação mais reprodutível e facilmente detectável, 
apesar de termos verificado uma considerável marcação citoplasmática inespecífica 
que por vezes dificultou a identificação das figuras mitóticas. 
O método de Feulgen inicou-se com lavagens em água destilada (2x5min), 
lavagem em ácido clorídrico (HCl) (20ºCx3min) seguidas de colocação numa placa 
quente a 60ºC durante 8 minutos (com agitação). Depois, foram efectuadas novas 
lavagens em água destilada (3x5min) e só depois a colocação de reagente de Schiff 
(2:12, Merck) durante 90 minutos.  
Por fim executou-se uma nova lavagem em água destilada e uma rápida 
desidratação (10 minutos metanol 100%) colocando seguidamente metilsalicilato 
(Sigma) para melhor observação das amostras por microscopia confocal (Martins, et 
al. 1998).  
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Com recurso ao microscópio confocal Leica SPE adquiriam-se as imagens dos 
diferentes estádios e ploidias. 
As imagens foram analisadas e as reconstruções 3D produzidas com recurso 
aos softwares ImageJ v1.4x e Amira v5.3.3, como descrito mais abaixo. Estas imagens 
foram usadas para determinar o sincronismo dos ciclos celulares dos blastómeros pré-
MBT e pós-MBT. 
 
2.2 - Estudo do silenciamento génico através de histonas modificadas 
2.2.1 - Obtenção de amostras 
 
O silenciamento génico foi estudado em culturas de fibroblastos, em tecidos 
de peixes adultos tais como, fígado, cérebro, barbatana e sangue e em embriões antes 
e depois da MBT. 
Para a obtenção de fígado e cérebro foram sacrificados dois peixes diploides 
(PP e PA) e um triploide (PAA), todos provenientes da bacia do Almargem. Para os 
estudos de imunohistoquímica foi necessário fixar os tecidos em PFA 4 % durante a 
noite. 
A recolha de sangue foi feita com recurso uma seringa (Terum Myjector U-
100 insulin) impregnada em heparina (Sigma-Aldrich H3149-50Ku) em três 
indivíduos diploides (PAA, AA, PP) e um triploide (PAA). As amostras foram fixadas 
em suspensão com PFA 1% cerca de 15 minutos sendo depois realizada a 
imunohistoquímica. Para determinar a área do núcleo e citoplasma calculando assim o 
rácio núcleo-citoplasma (NCR) foi realizado um esfregaço com células de sangue 
fixadas e observadas num microscópio Olympus BX-60 com uma câmara Olympus 
DP50. 
Durante a aquisição da barbatana o pedaço cortado foi mantido em PFA 4% 
durante a noite antes de ter início o protocolo de imunohistoquímica, aproveitando-se 
estas células para medir o seu NCR. Neste caso, foram obtidas amostras apenas de 
peixes em áreas da barbatana que não tivessem sido anteriormente intervencionadas 
de forma a evitar alterações de sinais nos padrões epigenéticos devido a um corte 
recente (Stewart et al., 2009).  
 
Para a cultura de fibroblastos utilizaram-se fragmentos de barbatanas cortados 
de S. alburnoides (PAA) e de S. pyrenaicus (PP). Após o corte as barbatanas foram 
embebidas em meio de cultura (Leibovitz L-15). De seguida, em ambiente estéril 
seguiu-se o protocolo de Rodrigues & Collares-Pereira (1996). As culturas foram 
mantidas a 27ºC e controladas quanto à sua confluência e quando necessário as 
células foram passadas para um novo frasco através de lavagens com PBS e adição de 
Tripsina-EDTA 10x (Sigma-T4174) a 37°C.  
 
Para a análise dos embriões, foram escolhidos embriões com de 5 e 9 h pós-
fertilização com o intuito de obter embriões pré e pós-MBT, respectivamente, para 
posterior análise através de imunohistoquímica. 
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2.2.2 - Imunohistoquímica para detecção de silenciamento genético 
 
Os tecidos adultos (fígado e cérebro) conservados em metanol 100%, foram 
re-hidratados numa série decrescente de metanol (100%, 75%, 50% e 25% ) e feitas 
duas lavagens em PBT, 10 minutos cada. Enquanto que no caso da barbatana, esta foi 
adquirida e depois fixada em PFA 4% durante a noite a 4°C. 
Efectuaram-se lavagens em PBS (3x5 min) antes de colocar Triton 2%, cerca 
de 5 horas, para uma melhor permeabilização dos tecidos. 
Foi então utilizado o anticorpo primário Anti-HP1γ 1:100 (Clone 42s2 – 
mouse monoclonal IgG1, Millipore), durante a noite a 4°C. Numa fase inicial do 
projecto usámos também o anticorpo primário H3K9me3 (07-442; Upstate, Billerica, 
MA) e apenas foi testado na cultura de fibroblastos, por não haver mais em stock. No 
caso do fígado, o anticorpo primário Hp1 usado foi diferente (gentilmente cedido pela 
Professora Manuela Silva do Instituto Superior de Agronomia) e não funcionou 
podendo dever-se ao facto de ter estado muito tempo armazenado. Após a incubação 
com os anticorpos fizeram-se lavagens em PBS 1% (3x5min) e iniciou-se a incubação 
em anticorpo secundário contra ratinho conjugado com o flurocromo Alexa 488 
(Molecular Probes) diluído a 1:400, ao qual se adicionou também um corante nuclear 
ToPro3 1:500 (Molecular Probes) e RNAse (10µL/mL, Sigma -R6513) 1:50 durante a 
noite a 4°C. 
 
Secções de barbatana e fígado  
 
Inicialmente re-hidrataram-se os tecidos numa série decrescente de metanol 
(100%, 75%,50% e 25%), seguida de duas lavagens de 10 minutos em PBT. Os 
tecidos foram depois preparados e conservados a -80°C para mais tarde se efectuar os 
cortes no criostato (marca). Os cortes no crióstato foram feitos de forma a obter 
secções com cerca de 14 µm. No caso da barbatana este procedimento não foi 
realizado com sucesso, possivelmente por os raios da barbatana serem demasiado 
duros para um corte de espessura tão fina; os cortes mais espessos não aderiram 
eficazmente à lamela e foram perdidos. Com o fígado os cortes tivemos mais sucesso 
na obtenção dos cortes nos quais seguimos depois para o protocolo de 
imunohistoquímica. No entanto, tal como descrito previamente o anticorpo utilizado 
não produziu a marcação desejada. Sendo que quando conseguimos sucesso com o 
anticorpo, já não havia amostras de fígado disponíveis para uma nova 
imunohistoquímica, 
 
In toto em tecidos adultos (Cérebro e barbatana) 
 
 Devido ao facto dos cortes não terem decorrido como previsto, foi efectuada a 
imunohistoquímica in toto. Colocou-se os tecidos em eppedorfs 1,5ml para a 
realização das lavagens em PBS e durante a incubação com o anticorpo primário e 
secundário os tecidos foram colocadas numa câmara húmida em gota suspensa 
durante a noite para o anticorpo primário e 6 horas para o anticorpo secundário.  
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 Após a realização da imunohistoquímica adquiriu-se imagens no microscópio 
confocal Leica SPE para medir a intensidade do sinal de HP1. Aproveitou-se as 
imagens da barbatana para medir o NCR das diferentes formas (AA, PA, PAA e PP). 
Cultura de fibroblastos 
 
Após o protocolo de cultura de fibroblastos para S. alburnoides (PAA) e S. 
pyrenaicus (PP) e manutenção das mesmas, efectuaram-se duas lavagens com PBS 
1%, seguidamente adicionou-se Tripsina-EDTA 10x (Sigma-T4174) para remover as 
células aderidas ao frasco (5 minutos-37°C) a acção da tripsina foi depois parada 
adicionando-se 750µL de meio de cultura. Após isto adicionaram-se 10ml de novo 
meio de cultura e retirou-se 1µl para a superfície de uma lamela que permaneceu 
dentro de uma caixa de petri onde se criou uma câmara húmida. Após isto fixaram-se 
as células com PFA 4% durante 20 minutos, aplicando em seguida o protocolo de 
imunohistoquímica.  
Posteriormente, foram adquiridas imagens com recurso ao Olympus BX-60 e 
uma câmara DP50. Iniciaram-se, entretanto, novas culturas para as restantes formas 
do complexo mas sem sucesso devido a recorrentes contaminações. Por esta razão os 
resultados apresentado com culturas são apenas para PAA e PP. 
Sangue 
 
Após a recolha, o sangue foi fixado numa solução de PFA 1%, durante 15 
minutos a 4ºC, seguido do protocolo de imunohistoquímica que sofreu algumas 
alterações nos tempos de incubação dos anticorpos, sendo de 30 minutos para ambos. 
Seguidamente, foram adquiridas imagens com recurso ao Olympus Bx-60 para 
cálculo de NCR em eritrócitos e a obtenção de imagens no (Câmara do Lumar?) para 
medições de intensidade de sinal de Hp1 das diferentes formas. 
Embriões 
 
Para esta tarefa foram utilizados embriões que tinham sido recolhidos durante 
o estudo do desenvolvimento inicial. Para a realização da imunohistoquímica os 
embriões das 5 e 9 h pós-fertilização foram re-hidratados numa série decrescente de 
metanol (100%,75%, 50%,25%) e descorionados com a ajuda da proteinase K 
(Roche) cerca de 30 segundos para simplificar, visto que o córion dos embriões de S. 
alburnoides aparentam ser mais espessos comparativamente aos de Danio rerio. 
Durante este processo foram perdidos muitos dos embriões recolhidos. Utilizando os 
embriões que resistiram durante este processo o protocolo de imunohistoquímica foi 
realizada in toto em gota suspensa numa câmara húmida e o tempo de incubação para 
ambos os anticorpos foi de 48 horas a 4ºC. Posteriormente foi efectuada a aquisição 
de imagens no microscópio confocal Leica SPE. 
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2.3 Análise de imagens  
 
2.3.1 Determinação da quebra de sincronia mitótica (Transição materno-
zigótica - MBT) 
 
A análise da MBT consistiu em dois tipos de observação: primeiro recorreu-se 
aos vídeos obtidos por time-lapse na lupa, e através do Image J reconstruiu-se um 
cimograma (Figura 4) para cada embrião. Permitindo determinar com maior precisão 
os tempos de duração de cada clivagem. Neste cimogramas é possível ver a expansão 
do citoplasma das células  que ocorre no momento que antecede cada citocinese 
(Figura 4; Filme 1- Primeiras clivagens em material suplementar). Quando já não 
era possível identificar visualmente o momento da citocinese considerou-se que havia 
quebra de sincronia. Houve casos em que devido a movimentos bruscos durante a 
filmagem, como o adicionar de água à Petri, não foi possível determinar a MBT para 
esses embriões mas nos tempos das primeiras clivagens e assim aumentou-se a 
amostragem de observação para essas mesmas clivagens. Os tempos médios de cada 
clivagem para cada ploidia estão representados na secção dos resultados. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Análise das clivagens. A) Cimograma representando a alteração da forma da 
superfície da blastoderme que ocorre durante as clivagens síncronas (A). Alguns exemplos de 
imagens da sequência temporal estão representados em B-D. No cimograma (A) Alguns 
exemplos de imagens da sequência temporal estão representados em B-D. No cimograma (A) 
o eixo dos YY representa a linha traçada nas imagens da sequência temporal (visíveis em B-
D) e o eixo dos XX representa o tempo desde do início da filmagem. Cada pico no 
cimograma (setas) representa o momento em que os blastómeros assumem uma forma mais 
esférica o que acontece sincronizadamente sempre que se inicia uma nova citocinese. 
Enquanto as citocineses são síncronas toda blastoderme muda de forma ritmadamente; 
quando essas “pulsações” deixam de ser visíveis considerou-se que ocorreu quebra de 
sincronia mitótica (Filme 1, material suplementar). 
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Apesar de terem sido recolhidos embriões tetraplóides a observação do seu  
desenvolvimento mostrou anomalias significativas com frequentes perdas da adesão 
entre blastómeros pelo que não se procedeu à análise dos ritmos mitóticos nesta 
forma. Das restantes formas, foram analisados um total de 21 embriões triploides 
(PAA), 6 diploides (PA) e 4 diploides (AA). Durante a aquisição das imagens em 
embriões triploides verificou-se um individuo não fertilizado (Filme 2, material 
suplementar), também demonstrava oscilações semelhantes aos dos embriões 
fertilizados esses ritmos foram também medidos (Tabela III, secção resultados). 
Nestas imagens foi possível também medir o diâmetro médio de cada embrião, e esses 
dados foram usados para estimar o NCR dos blastómeros nas diferentes ploidias 
(secção resultados). 
 
 A determinação da assincronia das cariocineses foi determinada a partir de 
reconstruções 3D de embriões observados ao microscópio confocal. Para isso 
concentraram-se as observações nas horas principais a que a MBT podia ocorrer (5h, 
5,5h e 6h) e realizou-se uma reconstrução 3D no Amira de forma a visualizar, 
simultaneamente, vários núcleos dos blastómeros a cada tempo pré-definido e 
determinar se estavam em sincronia ou assincronia. Esta análise foi feita através da 
identificação para cada núcleo visível das fases mitóticas (Figura 5), ou seja, se foi 
apenas visualizada uma fase da mitose em todas as células observadas então foi 
considerado que todo o embrião se encontrava sincronizado, caso isso não se 
verificasse considerou-se que já havia ocorrido assincronia. Depois de identificada 
cada figura mitótica foi colocada uma esfera colorida a representar esse núcleo de 
acordo com a classificação dada na figura 5. Para poder identificar correctamente as 
diferentes fases mitóticas foi necessário usar ampliações que não permitiam ver o 
embrião completo, sendo assim esta análise foi feita apenas com base nos blastómeros 
visíveis ao microscópio confocal, que variou entre 20-405 células dependendo do 
volume visível, da ampliação e do estádio embrionário. 
 Para esta análise apesar de terem sido recolhidos 5-10 embriões para cada 
estádio e ploidia, o sucesso na recuperação de embriões após os testes com diferentes 
marcadores nucleares e a marcação de Feulgen só permitiu uma observação com 
sucesso de 1-3 para cada estádio nas principais horas onde a MBT poderia ocorrer 
(ver secção de resultados) em cada ploidia. A identificação das figuras mitóticas e a 
sua distribuição permitiu computar para cada embrião um índice de assincronia de 
acordo com a seguinte fórmula: 
                                                  [(contagem da fase menos frequente) – (contagem da mais   frequente)] 
Índice assincronia (IA) = 1 -   ---------------------------------------------------------------------------------------- 
  número total de blastómeros observados 
   
Quando todas as figuras mitóticas identificadas estão na mesma fase, os valores do IA 
aproximam-se de “1”, e quando há uma distribuição aleatória das diferentes fases esse 
valor aproxima-se de “0”. 
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Figura 5. Relação das fases mitóticas com as cores de cada esfera durante a marcação na 
reconstrução 3D. 
2.3.2 Determinação dos Rácios núcleo-citoplasma (NCR) 
 
O NCR foi estimado a partir de medidas do diâmetro dos embriões filmados, 
obtidas usando o software ImageJ v1.44: para estimar o diâmetro do zigoto (incluindo 
vitelo), optou-se por medir o diâmetro máximo no momento da primeira clivagem 
(Figura 6.A), uma vez que antes da primeira clivagem ocorrem variações no diâmetro 
devidas à entrada de água após a fertilização. Usando o diâmetro do zigoto estimou-se 
o volume da seguinte forma: 
VOLzig = 4/3 * π * ((diâmetro zigoto)/2)3 
 
A segunda estimativa do tamanho do embrião foi feita no momento da MBT 
medindo o diâmetro da blastoderme conforme a figura 6. Uma vez que, ao contrário 
do zigoto, a blastoderme não tem uma forma esférica, para estimar o tamanho dos 
blastómeros optou-se pelo cálculo de um índice de tamanho celular (ITC) de acordo 
com a seguinte fórmula: 
 
ITC = Diâmetro blastoderme na MBT / número estimado de células 
 
O Volume estimado do zigoto e o ITC foram depois usados para computar um 
valor abstracto de NCR da seguinte forma: 
 
NCRzig = nº cromossomas / VOLzig 
 
NCRMBT = nº cromossomas/ITC 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Representação da medição do diâmetro do vitelo na Iª clivagem (A) e da 
blastoderme  na MBT(B)). Estes valores foram utilizados para estimar NCR’s. 
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Fizeram-se também observações do tamanho médio celular em células de 
tecidos adultos (sangue, barbatana e fibroblastos), para saber se eventuais alterações 
do NCR de embriões se reflectiam também em tecidos adultos. Para tal fizeram-se 
medições do núcleo e do citoplasma para as diferentes ploidias (Figura 7. A.B.C). 
 
Figura 7. Demonstração do procedimento do cálculo NCR, medição do núcleo utilizando um 
ROI (A), selecção da célula (B) e por fim a área do citoplasma obtida através da subtração 
(XOR) da área do núcleo à célula (C) 
 
 
Para estimativa dos NCRs a partir de células adultas usei imagens obtidas ao 
microscópio medi as áreas (de projecção) dos núcleos e citoplasmas desenhando uma 
“ROI” (Region Of Interest) à volta do núcleo e da célula (Figura 7.A), tendo depois 
sido excluída a área do núcleo à área total da célula usando a função “XOR” para 
obter a área de projecção do citoplasma, conforme a figura 7.C. As estimativas do 
NCR assim obtidas consistiram no rácio entre as duas áreas; um aumento do NCR 
corresponderia a um aumento do núcleo (cujo tamanho está presumivelmente 
relacionado com a ploidia) sempre maior do um possível aumento do citoplasma. 
 
Uma análise semelhante foi feita para fibroblastos, no entanto como não foi 
possível obter culturas de confluências equivalentes e como a confluência afecta a 
área total da célula não reportámos as medições do citoplasma, apenas as do núcleo 
pois a sua área não é alterada pela confluência. 
O NCR foi estimado também a partir de medições de células de barbatana in 
toto observadas no microscópio confocal. Sempre que foi possível identificar células 
isoladas (o que diminuiu drasticamente o número de células medidas) foi medida a 
ROI do seu núcleo e citoplasma apenas numa das fatias ópticas visíveis. 
 
2.3.3 Análise dos padrões de heterocromatinização 
 
Para a quantificação da marcação do anticorpo para a heterocromatina das 
diferentes ploidias e tecidos utilizou-se o software ImageJ 1.44K. Primeiro 
seleccionou-se uma “ROI nuclear” contornando o núcleo e obteve-se a intensidade 
média da fluorescência para cada marcador de heterocromatinização (Figura 8.A), 
Para normalizar esse valor (de forma a compensar diferenças devidas a variações na 
marcação que ocorrem de amostra para amostra), alargou-se a “ROI nuclear” de 
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forma a abranger uma porção do citoplasma 1 µm fora do núcleo e depois subtraiu-se 
a área do núcleo para obter a intensidade média do “citoplasma circundante” (Figura 
8.B e .C). Os valores reportados representam a intensidade média do núcleo 
normalizada para a intensidade média do citoplasma circundante. Para o núcleo 
obtiveram-se também medidas da heterogeneidade da marcação, expressas como o 
desvio padrão dos níveis de cinzento dentro da ROI nuclear. 
 
 
 
 
Figura 8. Procedimento para medição da intensidade média dos marcadores de 
heterocromatinização. Inicialmente delimitou-se o núcleo (“ROI nuclear” representada pela 
linha amarela em A). Para normalizar os valores de intensidade médios fez-se uma expansão 
automática da ROI de 1 µm, subtrai-se a “ROI nuclear” e obteve-se a área de citoplasma 
circundante (B) da qual se calculou a intensidade média para normalização. 
 
2.3.4 Análise estatística 
 
Para a realização da análise estatística foi sempre determinada a normalidade 
das amostras em causa com um teste estatístico não-paramétrico Kolmogorov-
Smirnov e caso se verificasse, procedeu-se à análise da homogeneidade das amostras 
que foi realizada através do teste de Levene. 
Se ambos os pressuspostos se verificassem realizou-se uma ANOVA de 1 via, 
e testámos a hipótese nula (H0) de não existência de diferenças entre as formas;  o 
valor de significância usado for de 0.05. Então realizou-se um teste não paramétrico 
de Newman-Keuls para averiguar se a nossa H0 era aceite ou não. No caso de rejeição 
da H0 realizou-se um teste Pos hoc para saber entre cada formas havia diferenças, 
neste caso o teste utilizado foi o de Tukey. 
 
  
A B C 
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3. Resultados 
3.1 Descrição do desenvolvimento inicial em S. alburnoides 
3.1.1 Descrição dos estádios e comparação com estádios “modelo” de 
Danio rerio 
 
De uma forma geral foi possível identificar os estádio “tipo” já descritos por 
Kimmel et al. (1995), apesar do desenvolvimento de S. alburnoides ser notoriamente 
mais lento, uma vez que ambos se desenvolvem a temperaturas muito diferentes (28ºC 
para D. rerio, e 20ºC para S. alburnoides). Embora não tenhamos feito uma análise 
das condições óptimas de cultura de S. alburnoides, durante a realização de um 
cruzamento foram testados 30 embriões para diferentes temperaturas (20º, 22º e ~25º) 
e a temperatura óptima rondou entre 20º-22º, pois foi onde houve menor taxa de 
mortalidade. Optou-se por manter os embriões à mesma temperatura a que foram 
mantidos os aquários 20ºC. Devido à escassez de amostras e a mortandade verificada 
durante as filmagens não foi possível recolher exemplos de todos em estádios.  
A análise dos tempos de clivagens foi alvo de uma análise mais detalhada e 
está relatada na secção “determinação da MBT” tabela III. Não foram observadas 
diferenças óbvias nos estádios de desenvolvimento posteriores à MBT nas diferentes 
formas. A gastrulação (50% epibolia) foi identificada às 15.4 h, quer em PAA quer 
em PA e AA (~10 h de atraso relativamente ao Danio rerio). A formação de primeiro 
sómito foi identificada num PAA às 30h, o surgimento de 10 sómitos ocorre em todas 
as formas por volta das 37h e antes da eclosão (tal como em Danio rerio) o estádio 
observado é Long Pec, que ocorre por volta das 68h e a eclosão ocorre ~72 h (maior 
detalhe na Tabela V). O vitelo parece durar mais tempo em S. alburnoides, na fase 
Protruding mouth o volume do vitelo é maior que o equivalente estádio em D. rerio. 
O aparecimento de melanócitos também é diferente, em D. rerio começam a ser 
visíveis às 33h (Kimmel et al., 1995), enquanto em S. alburnoides só foi detectado no 
início do 5º dia, apenas um embrião amostrado. Na figura 13 podemos verificar as 
diferenças temporais entre os diferentes estádios tipo de D. rerio comparativamente 
com S. alburnoides 
A descrição de estádios tipo proposta por Kimmel pode ser usada para 
identificar estádios em S. alburnoides, com as devidos ajustes (Figura 9) para os 
tempos de ocorrência assim como a diferença no tamanho e duração do vitelo, e 
aparecimento de melanóforos.  
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Figura 9. Duração dos estádios representativos do desenvolvimento em Danio rerio em 
comparação com o complexo S. alburnoides. 
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3.1.2 Determinação da MBT 
 
Durante as primeiras clivagens observaram-se movimentos citoplasmáticos 
durante a formação do blastodisco (1º blastómero; Figura 4.A), que se sucederam 
ritmicamente a cada nova clivagem. Estes movimentos parecem resultar do transporte 
massivo de citoplasma do vitelo para os primeiros blastómeros em formação, e depois 
a um alteração da forma dos blastómeros que se tornam mais esféricos nos momentos 
que antecedem cada citocinese. Os movimentos podem ser vistos nos filmes como 
uma aparente expansão da superfície dos blastómeros/blastoderme, acompanhado de 
uma regressão (contracção) antes de cada nova citocinese (Filme1- material 
suplementar).  
Nas primeiras 3-4 clivagens não ocorre uma separação entre os citoplasmas 
dos blastómeros e do vitelo (i.e, não ocorre celularização), o que torna mais difícil a 
identificação do fim dessas clivagens. No entanto, pelos movimentos de “expansão 
citoplasmática” conseguimos determinar o ritmo de cada divisão; uma forma 
particularmente útil de visualizar estas “ondas” de expansão citoplasmática foi a 
análise de cimogramas (ver material e métodos). A tabela III resume a análise dos 
cimogramas e a determinação dos tempos médios para cada clivagem nas diferentes 
ploidias e formas. 
Curiosamente, estas ondas de expansão/contracção citoplasmática foram 
observadas também em oócitos activados e não fertilizados, o que sugere que o 
mecanismo da sua formação é independente da mitose. No entanto, estes casos, não 
ocorreu a formação de planos de clivagem e aparecimento de blastómeros (Filme 2- 
material suplementar). 
 
Tabela III. Duração do tempo médio de cada clivagem (em minutos) para as 
diferentes formas, com base na análise dos cimogramas. 
 
 
Clivagem I II III IV V VI VII VIII IX X XI 
 
Tempo (min) 1 99 140 178 213 248 283 319 357 395 420 480 
Fo
rm
as
 
PAA(n=2:21) 2 99 41 38 35 35 35 36 38 38 MBT MBT 
PA(n=1:6) 2 83 36 34 32 32 32 33 35 35 36 MBT 
AA(n=1:4) 2 82 44 39 37 36 37 38 35 33 34 MBT 
PAA (não fértilº) 120 46 32 34 36 42 46 50 50 54 56 
1 Tempo médio de ocorrência das clivagem usando triploides como referência.  
2  Indicação de “n” representam posturas:embriões analisados. 
 
 
Nos embriões triplóides observou-se um atraso no tempo médio do fim da 
primeira clivagem (99 ±2.5 min) quando comparado com o tempo da primeira divisão 
de ambas as formas diplóides analisadas (PA e AA). Esta diferença, embora menos 
evidente, manteve-se ao longo das primeiras Xª clivagens. Nos triplóides, em todos os 
embriões analisados (n=21) nunca foi possível identificar o fim da Xª clivagem, o que 
sugere que a assincronia mitótica ocorre logo após a IXª clivagem. Nos diploides 
híbridos foi possível identificar com precisão o fim da Xª clivagem em todos os 
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embriões (n=6), enquanto nos AA foi possível identificar a Xª clivagem em quatro de 
um total de cinco embriões, o que sugere que nestes casos a quebra de assincronia 
ocorre apenas à Xª clivagem. A figura 10 ajuda a entender a duração de cada clivagem 
entre formas, demonstrando o atraso na 1ªclivagem dos triploides. 
 
Figura 10. Duração das diferentes clivagens para as diferentes formas. Note-se, por exemplo que às 
4h (240min), os triploides estavam ainda a meio da Vª clivagem, enquanto os PA e AA estavam já na 
VIª. Curiosamente, os 4 embriões AA analisados mostraram tempos de clivagens mais longos que os 
PA, mais consistentes com os tempos observados nos PAA. Apesar disso, ao contrário que que 
aconteceu com os PAA, nos AA foi possível identificar o fim da Xª clivagem (~410min) o que mostra 
que os blastómeros se mantiveram sincronizados por mais tempo nesta forma. 
 
A sincronia mitótica foi analisada também por identificação das figuras 
mitóticas em embriões fixados e recolhidos a intervalos de tempo fixos (ver materiais 
e métodos). Para melhor identificar a assincronia das cariocineses, em cada conjunto 
de embriões recolhidos em intervalos de tempo de 30min abrangendo o tempo 
previsto para a MBT (5h, 5.5h, 6h e 6.5h) fizeram-se reconstruções 3D das imagens 
de confocal recolhidas nas quais foi possível identificar as diferentes figuras mitóticas 
e calcular índices de assincronia para cada embrião (ver materiais e métodos). Essas 
contagens e índices estão apresentados na Tabela IV 
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Tabela IV. Contagens mitóticas e respectivos índices de assincronia para as 
diferentes formas (AA, PA e PAA) nas horas circundantes da MBT. 
 
 
A identificação e contagem das figuras mitóticas demonstrou que às 5 h (em 
embriões cultivados para recolha e fixação) após a fertilização não existe um nível de 
assincronia associado para ambas as ploidias (Figura 11). No entanto, a perda de 
sincronia nos triploides (PAA) ocorre às 5.5 h pós-fertilização (Figura 12), na mesma 
altura nos diploides a sincronia ainda existe (Figura 13), ocorrendo em ambos os 
diploides (PA e AA) apenas às 6 horas (Figura 14). O cálculo do índice de assincronia 
(ver materiais e métodos) demonstrou que a assincronia vai aumentando à medida que 
o tempo avança, pode-se observar este aumento no índice de assincronia em PAA 
(Figura 15).  
Estes resultados sugerem que a quebra de sincronia das cariocineses nos 
triplóides ocorre mais cedo do que nos diplóides, confirmando de igual modo a 
análise das filmagens.  
Esta análise mostrou que nos embriões triplóides a quebra de assincronia da 
cariocinese acontece na IXª divisão (às 5.5h) enquanto em diploides ocorre às 6h (Xª 
clivagem). 
  
Forma  Horas (p.f)  Blastómeros vísiveis  Profase  Metafase  Anafase  Telofase  Índice de Assincronia 
AA  5,5  189  189  0,0  0,0  0,0  0,0 5,5  176  176  0,0  0,0  0,0  0,0 6,0  95  35  36  14  10  0,73 6,0  158  41  39  4  74  0,56 6,0  95  34  27  4  30  0,68 
PA 
4,5  58  0  0  0  58  0,00 5,0  345  338  1  0  6  0,02 5,0  295  277  8  0  10  0,06 5,5  195  195  0  0  0  0,0 6,0  405  262  39  5  99  0,37 6,0  322  206  60  2  54  0,37 
PAA  5,0  20  0  0  20  0  0,00 5,5  77  51  14  4  8  0,39 5,5  24  15  3  2  4  0,46 6,0  230  62  39  37  92  0,76 
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Figura 11. Reconstruções 3D de embriões fixados e corados pelo método de Feulgen. Embora o 
método seja para marcação de DNA, o citoplasma também era visível o que permite ver a forma dos 
blastómeros. Em alguns casos são mostradas também as esferas coloridas que assinalam as diferentes 
fases mitóticas identificadas de acordo com a figura 5 nos materiais e métodos. A) Embrião triploides 
PAA fixado às 5h (p.f.); A’) detalhe mostrando três anafases; B)  Embrião PA às 5h; B’ detalhe 
mostrando profases. Nesta imagem estão representadas também as bolhas coloridas que identificam a 
fase de cada núcleo analisado. (barras=300µm). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Demonstração da forma PAA às 5.5h (p.f), que ao contrário das imagens 
anteriores foi encontrada assincronia. (escala=125 µm)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. Demonstração de sincronia nos embriões diploide AA (A) e PA (B) às 5.5 h (p.f). 
(escala=50µm) 
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Figura 14. Demonstração da reconstrução 3D para AA (A) e PA (B) às 6h (p.f), confirmando 
a perda de sincronia.(escala A= 125 µm e B=200 µm) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. Índice de assincronia mitótica relativamente ao tempo pós-fertilização nas 
diferentes formas (PAA, PA, AA). 
 
É de salientar que após a análise das cariocineses estes embriões (fixados e corados) 
pareciam estar adiantados em relação aos embriões filmados. Por exemplo, de acordo 
com os filmes, às 5h os PAA deviam ter 64 blastómeros e estar a fazer a VIIª 
clivagem, enquanto os PA deviam ter 128 blastómeros e estar a fazer a VIIIª 
clivagem. A contagem das figuras mitóticas mostrou consistentemente mais núcleos 
nos diploides que os esperados, embora isto seja espectável pois as cariocineses 
antecedem as citocineses, o tamanho dos blastómeros visíveis nas reconstruções 3D, e 
a diferença no número de núcleos sugerem que estes embriões estariam efectivamente 
avançados. As possíveis causas desta diferença são discutidas mais a baixo. De 
qualquer das formas, estas observações confirmaram a tendência para os triploides 
(PAA) mostrarem uma quebra de sincronia mais precoce.  
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3.1.3 Determinação de rácios núcleo-citoplasma (NCR)   
 
Para melhor compreender os efeitos da ploidia no controlo dos ritmos das 
clivagens tentámos estimar o “NCR”. Mais do que um valor absoluto, este é um 
conceito abstrato, pelo que optámos por fazer uma estimativa dividindo o número de 
cromossomas presente em cada ploidia e uma medida do tamanho dos blastómeros. 
No entanto, como não nos foi possível medir de forma rigorosa os diâmetros dos 
blastómeros a partir das imagens dos filmes, ou sequer a partir das reconstruções 3D 
de embriões fixados (apresentavam deformações significativas devido ao 
processamento do tecido, assim como uma dimensão reduzida em relação aos 
embriões “frescos”), optou-se por estimar o NCR a partir da medição do diâmetro da 
blastoderme no momento da MBT. Apesar de a posição dos embriões ser variável, a 
blastoderme tem um contorno circular pelo que as medições do diâmetro eram 
consistentes a partir de qualquer ângulo.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Relação entre o número de cromossomas e o volume do zigoto (VOLzig) e ITC (índice 
de tamanho celular de blastómeros em MBT). Apesar de haver uma relação aparentemente linear 
entre a ploidia e o tamanho do zigoto ou blastómeros, os zigotos de embriões AA apresentaram um 
volume inesperadamente elevado (círculo tracejado). Este valor afectou significativamente as 
estimativas de NCR apresentadas. 
 
 
 
Tabela VI. Resultados das medições de diâmetros dos zigotos e blastodermes e 
cálculos de NCRs abstratos. 
 
   
 
DNA 
Diâmetro 
zigoto (um) 
VOLzig  
(um3) 
 
NCRzig 
diâmetro 
blastoderme 
(um) 
nºblastómeros  
estimado 
 
ITC 
 
NCRMBT  
 
PA  50  911.1  3.96E+08  126.2E‐9  704.9  1024  0.74  72.6 
PAA  75  1069.3  6.40E+08  117.2E‐9  784.0  512  1.53  49.0 
AA  50  1056.9  6.18E+08  ‐  768.1  1024  0.75  66.7 
 
 
 
 
 
  34 
 
Embora pareça existir uma relação linear entre a ploidia e o tamanho do zigoto e 
dos blastómeros em MBT (Figura 16), os embriões AA apresentavam valores de 
zigotos anormalmente grandes, facto para o qual não encontrámos um explicação e 
pelo qual decidimos comparar apenas os NCR’s de PAA e PA.  
Para a primeira divisão estimamos um valor abstracto de NCRzig para o zigoto, e 
para a MBT estimámos um NCRMBT, uma vez que já havia separação entre o 
citoplasma dos blastómeros e do vitelo (de acordo com as fórmulas descritas nos 
matérias e métodos). Curiosamente em ambos os casos os PAA parecem ter valores 
de NCR abstratos menores que os PA, o que não nos permite concluir que uma MBT 
precoce em triploides é devida de um aumento no NCR.  
 
De seguida fomos determinar os NCR’s em células de tecidos adultos para 
tentar confirmar um padrão de NCR. Nas células de barbatana observadas ao 
microscópio confocal, o tamanho nuclear é maior nos triploides (Figura 17) 
comparativamente com os núcleos diploides (AA, PA e PP), sendo esta uma diferença 
estatisticamente significativa (p<0.05). A análise dos tamanhos nucleares de 
eritrócitos mostrou também um aumento do tamanho em triploides (p<0.05), e o 
mesmo se verificou com os núcleos de fibroblastos em cultura embora neste caso 
tivéssemos apenas para comparação a forma triploide (PAA) e a forma diploide (PP) 
(Figura 18). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 17.. Demonstração dos tamanhos nucleares (normalizados para PP) para as diferentes 
ploidias no sangue e barbatana, sendo que PAA é estatisticamente diferente (*) dos outros. 
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Figura 18. Demonstração dos tamanhos nucleares (normalizado para PP) para as diferentes 
ploidias nos fibroblastos, sendo PAA diferente de PP. 
 
No entanto, também o citoplasma é maior nos eritrócitos, assim como nas 
células de barbatana (Figura 19). Infelizmente não nos foi possível obter medidas 
fiáveis do tamanho do citoplasma de fibroblastos em cultura uma vez que as amostras 
comparadas estavam com diferentes níveis de confluência o que afecta a capacidade 
das células expandirem o seu citoplasma.  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 19. Demonstração dos tamanhos do citoplasma para as células da barbatana e sangue 
nas diferentes ploidias. 
 
Estes dados em conjunto sugerem que o tamanho celular “normal” quer em 
blastómeros quer em células adultas é influenciado pela ploidia. Embora exista um 
aumento notório no tamanho do núcleo, não é claro que exista um aumento do 
citoplasma equivalente.  
No cálculo do NCR estas diferenças observadas não são estatisticamente 
diferentes entre PA e PAA. Contudo, nas células do sangue existem diferenças entre 
AA e as restantes formas (p<0.05). No caso das células da barbatana essa diferença 
ocorre em PP (Figura 20). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
* 
* 
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Figura 20. Valores do NCR (normalizado para PP) para as células da barbatana e do sangue, 
havendo diferenças entre AA para o sangue e em PP para a barbatana. 
 
3.2 Modificação de histonas - Análise da Intensidade e heterogeneidade 
das marcações 
 
3.2.1 Cultura de fibroblastos 
 
Com recurso às culturas de fibroblastos efectuadas, apenas foi possível 
analisar para os genomas PAA e PP, devido ao facto das outras culturas não terem 
crescido. 
Analisando a intensidade nuclear dos anticorpos Hp1 e H3K9 para ambas as 
formas, podemos verificar nas Figuras 21 e 22 que temos uma maior intensidade para 
ambos os anticorpos no triplóide (PAA) relativamente ao diploide (PP), no entanto 
apenas na marcação de Hp1 se verificaram diferenças estatísticas significativas.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 21. Intensidade média de H3K9 nuclear para as diferentes formas, normalizado para a 
intensidade média do diploide. 
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Figura 22. Intensidade média de HP1 nuclear para as diferentes formas, normalizado para a 
intensidade média do diploide, havendo diferenças estatísticas entre eles.. 
 
Depois disto, realizou-se a análise da heterogeneidade da marcação no núcleo para 
tentar entender se existiam focos de intensidade para algum dos marcadores. Com 
essa análise verificou-se na análise de H3K9 que a heterogeneidade é maior no 
diploide (Figura 23), enquanto  que para a Hp1 existe maior heterogeneidade no 
triploide (Figura 24). A análise estatística veio comprovar a existência de diferenças 
significativas para ambos os casos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 23. Heterogeneidade média de H3K9 nuclear, normalizado para a heterogeneidade 
média do diploide, mostrando diferenças significativas nos triploides (asterisco). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 24. Heterogeneidade média de Hp1 nuclear, normalizada para os diploides, com 
diferenças significativas nos triploides (asterisco). 
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Através da observação das imagens obtidas na cultura de fibroblastos, 
verificou-se que na periferia dos núcleos não eram visíveis focos de heterocromatina, 
fenótipo que por vezes está relacionado com o silenciamento. Nem a marcação de 
DAPI nem a de marcadores heterocromáticos para ambas as ploidias mostrou esse 
efeito (Figura 25 e 26). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 25. Imagens de cultura de fibroblastos PAA com marcação para H3K9, HP1 e 
respectiva marcação nuclear  (DAPI). (escala= 5 µm) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 26. Imagens de cultura de fibroblastos PAA com marcação para H3K9, HP1 e 
respectiva marcação nuclear  (DAPI). (escala= 5 µm) 
 
3.2.2 Cérebro 
 
O estudo da verificação de diferenças da marcação de Hp1 no núcleo foi 
também realizado em células do cérebro. Sendo executada a mesma análise que no 
caso dos fibroblastos. 
Neste caso, abordamos mais uma forma para os diplóides (PA), para além das 
analisadas anteriormente. Aqui verificou-se que a intensidade nuclear de Hp1 é 
diferente entre ploidias, essa intensidade é mais elevada no caso dos triploides (Figura 
27). Esta diferença é estatisiticamente significativa, verificando-se essas diferenças 
H3K9‐PAA DAPI‐PAA 
HP1‐PAA DAPI‐PAA 
DAPI‐PP H3K9‐PAA 
HP1‐PP DAPI‐PP 
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entre o triplóide PAA e ambos os diplóides (PA e PP). O mesmo se verificou em 
relação à heterogeneidade da marcação (Figura 28). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 27. Análise da intensidade média da marcação nuclear de Hp1 nas diferentes ploidias, 
normalizado para a intensidade média de PP), mostrando uma diferença significativa do 
triploides (asterisco). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 28. Heterogeneidade média nuclear de HP1 para células de cérebro nas diferentes 
formas (normalizado para os PP), mostrando diferenças significativas no triplóide (asterisco). 
 
3.2.3 Sangue 
 
 O mesmo tipo de análise foi efectuada em esfregaços de sangue, após 
observação da marcação de HP1. Desta forma, conseguimos abranger todas as formas 
diplóides  (AA, PA e PP) do nosso estudo, enquanto que relativamente aos triploides a 
mesma forma (PAA) foi utilizada. Esta análise veio demonstrar que as diferenças já 
anteriormente detectadas nos triploides (PAA) são outra vez significativas para este 
tecido (Figura 29).  
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Figura 30. Intensidade média da marcação nuclear de Hp1 entre as diferentes formas, 
normalizadas para a intensidade média em PP, mostrando diferenças significativas nos 
triploides (asterisco). 
 
 
Quanto à análise da heterogeneidade nuclear da marcação de Hp1 nas 
diferentes formas, esta análise mostrou diferenças estatisticamente significativas entre 
o triplóide e os diploides PA e PP, enquanto que relativamente a AA não existe 
diferenças. Foi também verificada diferença entre diplóides PA e PP (Figura 31). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 31. Heterogeneidade nuclear de HP1 nas diferentes formas, normalizada para a 
heterogeneidade média de PP, mostrando diferenças significativas entre triploides e os 
diploides PA e PP (asteriscos), mas não entre triploides e os diploides AA. 
 
3.2.4 Embriões pré e pós-MBT 
 
Para a análise da intensidade da proteína HP1 em embriões antes e depois da 
MBT, utilizaram-se cinco embriões para cada forma mencionada acima e realizou-se 
a descorionização para permitir a entrada do anticorpo o que resultou na destruição da 
maioria dos embriões. Tendo sido aproveitados para pré-MBT n=1 (PAA), n=2 (PA) 
e para a análise pós-MBT n=2 (AA), n=1(PAA), n=1(PA). 
Através da quantificação da intensidade da marcação de HP1 que foi realizada 
da mesma forma que as análises anteriores, verificou-se que na observação pré-MBT 
não existe marcação significativa desta proteína para ambas as ploidias analisadas. 
Enquanto que na análise pós-MBT existe marcação em todas, com maior intensidade 
nos triploides (Figura 32). 
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Figura 32. Representação das intensidades médias da marcação de HP1 nuclear em embriões 
pré e pós-MBT (5h e 9h), normalizadas para os valores de PA, mostrando diferenças 
significativas entre embriões pré- e pós MBT, e após MBT no triploide em relação aos  
diploides. 
 
 
 
Figura 33. Marcação de HP1 nuclear em embriões de diferentes ploidias antes (5h) e depois 
da MBT (9h). Verde = HP1, vermelho = DNA. 
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4. Discussão 
 
Este trabalho procurou analisar se a poliploidia originava efeitos durante o 
desenvolvimento inicial e nos mecanismos de epigenética do complexo Squalius 
alburnoides.  
Relativamente ao desenvolvimento foram realizadas observações de vários 
embriões para as diferentes ploidias e formas do complexo, verificou-se que existe 
uma perda de assincronia mais cedo nos triploides do que nos diploides nos dois 
métodos utilizados para esse efeito. No entanto, na análise realizada com base nos 
vídeos com recurso a cimogramas verificou-se a perda de sincronia à IXª clivagem 
nos triploides e à Xª clivagem para diploides, ambas por volta das 6,5 h. O outro 
método realizado para verificar esta perda de sincronia demonstrou que nos triploides 
ocorre às 5,5h, e no caso dos diploides às 6h pós fertilização, embora não possamos 
excluir a possibilidade destas diferenças serem devidas a diferentes temperaturas nos 
dois métodos de cultura usados. No entanto, em ambos os casos verificou-se que a 
sincronia surge mais cedo nos triploides, tal como tinha sido previsto no trabalho de 
Newport e Kirschner. As diferenças entre métodos devem-se provavelemente ao facto 
de durante a filmagem terem ocorrido oscilações de temperatura na sala, e uma 
diminuição da temperatura provocar atraso no desenvolvimento.   
Esta ocorrência poderia ter sido verificada com a análise dos embriões 
marcados pelo método de Feulgen, no entanto, após as desidratações no processo do 
mesmo os blastómeros sofreram grandes alterações e a sua análise poderia cair em 
erro. Para confirmar isto terá que se analisar formas mais precoces, uma vez que 
análise para já incidiu apenas sobre embriões perto da MBT. 
A criação de uma tabela com os tempos e estádios respectivos, é um dado 
importante para estudos futuros de S. alburnoides, assim como a verificação de que é 
possível identificar os mesmos estádios “tipo” descritos por Kimmel et al., 1995. 
Relativamente ao efeito do NCR durante o desenvolvimento, as análises 
realizadas relativamente aos diâmetros obtidos para o zigoto no momento da MBT 
embora mostrem diferenças no tamanho do PAA e PA, ela não é altamente 
significativa (p=0.03), o que sugere que os embriões regulam o tamanho das suas 
blastodermes, apesar do seu tamanho inicial maior (para o qual contribui 
massivamente a reserva do vitelo). Salvaguardando que os triploides fizeram menos 
uma clivagem e as blastodermes tenham tamanhos equivalentes, os blastómeros dos 
triploides são quase o 2x maiores. Para confirmar estes valores seriam necessárias 
medidas mais directas do volume dos blastómeros para que a determinação do NCR. 
Dessa forma talvez fosse possível determinar um NCR mais rigoroso e que apontasse 
para uma confirmação do efeito do NCR no controlo da MBT.  
Ficamos com dúvidas sobre o significado do maior tamanho dos zigotos de 
diploides AA. Para comprovar estas diferenças, mais cruzamentos e de diferentes 
fêmeas e machos deveriam de ser feitos, assim como uma análise rigorosa do tamanho 
típico de oócitos nas diferentes formas. Este aspecto foi abordado por Ribeiro et al 
(2003), embora e os dados apresentados não sejam comparáveis com as nossas 
observações.  
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Foi ainda interessante observar que existe um “ritmo” basal de movimentos 
citoplasmáticos pré-programado no oócito, visto nas pulsações de oócitos não 
fertilizados, que continuam muito para lá do tempo normal da MBT. De que forma 
esse comportamento ritmado se sobrepõe ao ritmo adquirido durante as clivagens 
(presumivelmente regulado pelo NCR) não é claro.  
Os cálculos que efectuámos para estimativas de NCR abstractos mostraram ser 
menores no zigoto triploide o que veio pôr em causa o efeito do NCR na ocorrência 
da MBT. As observações de células adultas apontam para poucas diferenças de NCR 
entre formas, embora revelem claramente um aumento do tamanho nuclear em 
triploides. A não existência de diferenças nos NCR’s de células somáticas adultas 
sugere uma expressão aditiva nos genes de RNA ribosomais, uma vez que estes 
representam cerca de 90% do RNA total da célula e os ribossomas 30% da massa da 
célula (Benjamin Lewin, Genes IX). A aditividade na expressão dos genes ribosomais 
é ainda suportada pela inexistência de focus heterocromáticos visíveis na periferia dos 
nucléolos (Figuras 25 e 26), característica geralmente associada a um mecanismo de 
dominância nucleolar que se verifica muitas vezes em híbridos. Na dominância 
nucleolar um dos genomas parentais é silenciado para os genes ribosomais, a ausência 
de evidência para este fenómeno em S. alburnoides vem realçar a espetacularidade 
deste complexo, na medida em que, apesar da necessidade de regular negativamente 
vários mRNAs (Pala et al., 2008), no caso dos rRNAs parece não existir essa 
urgência, sendo mesmo pouco compreensível a necessidade em aumentar a produção 
da maquinaria de tradução, quando por sua vez os mRNAs estão reduzidos a uma 
dosagem diploide. Assim, mais uma vez, este complexo realça a sua grande tolerância 
biológica agora também ao nível molecular/celular. Não podemos no entanto excluir a 
hipótese de apenas um dos genomas estar a expressar os genes de rRNA mas de uma 
forma ampliada e assim compensar a ausência de expressão do outro genoma. 
Portanto, não podemos excluir por completo a suposição de ausência de dominância 
nucleolar, sendo necessário reforçar esta investigação com outro tipo de experiências, 
possivelmente testando a sobreposição de imagens com marcadores heterocromáticos 
e FISH para rDNA e/ou rRNA usando sondas especificas do genoma. 
Neste trabalho tentou-se ainda identificar um dos possíveis mecanismos do 
silenciamento génico verificado por Pala et al., 2008, para isso foram realizadas 
diversas experiências com base na marcação de duas proteínas frequentemente 
utilizadas como marcadores heterocromáticos: a HP1 e a H3K9me3. Durante esta 
análise deparamo-nos com vários problemas associados, tais como as cultura de 
células não terem proliferado e a marcação de ToPro3 (marcador nuclear) nem sempre 
funcionar. Salvo estes problemas, os nossos resultados demonstram no geral a 
existência de maior marcação da proteína HP1 nos triploides face aos diploides quer 
nas células somáticas adultas quer nas células do embrião. Nos embriões verificámos 
a inexistência de marcação pré-MBT, o que esta de acordo com o descrito, na medida 
que nesta fase o genoma do oócito está transcripcionalmente silenciado, sendo a 
expressão exclusivamente materna (Lindeman&Pelegri, 2010). Assim, tal como 
esperado, após a MBT a marcação de HP1 surge indicando que o controlo da 
expressão génica tem início durante o desenvolvimento inicial logo após a MBT. 
Contudo, algum cuidado tem de se ter na análise destes resultados, na medida em que 
a literatura se tem mostrado recentemente contraditória relativamente à participação 
da HP1 na regulação da expressão génica, por vezes não associada à repressão mas há 
activação da transcrição (Caillier et al., 2010) 
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Relativamente aos resultados para a marcação por H3K9, estes não foram tão claros, 
possivelmente por que esta marcação se mostra pouco especifica, apresentado 
extensões para o citoplasma (Imagem H3K9- ver material suplementar) 
A heterogeneidade da marcação heterocromática nuclear mostrou-se 
consistentemente maior nas formas triploides. Mais uma vez estes resultados 
suportam a existência de silenciamento nos triploides via mecanismos 
heterocromáticos, na medida em que é expectável a existência de mais focus em 
núcleos sujeito a silenciamento génico. Por outro lado não há evidências de grandes 
marcações heterocromáticas na periferia desses núcleos, suportando as evidências 
dadas por Pala et al. 2008 de que não existe um silenciamento de um haploma inteiro, 
pois nesse caso estes iria tendencialmente localizar-se na periferia (Francastel et al., 
2000). 
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